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1 Einführung 
1.1 Signaltransmission an chemischen Synapsen 
Die Übertragung von Information von einem Neuron auf ein anderes geschieht durch 
synaptische Transmission. Dieser Prozess erfolgt im zentralen Nervensystem (ZNS) üblicher-
weise an chemischen Synapsen. Ein einwanderndes Aktionspotential (AP) depolarisiert die 
präsynaptische Endigung und öffnet spannungsabhängige Ca2+-Kanäle (Cavs) (Katz, 1969). Das 
daraufhin einströmende Calcium (Ca2+) bindet an den Sensor für vesikuläre Neurotransmitter-
freisetzung (Dodge, JR und Rahamimoff, 1967). Dies führt zur Verschmelzung von Vesikel- und 
präsynaptischer Membran und zur Ausschüttung des Neurotransmitters in den synaptischen 
Spalt. Der freigesetzte Botenstoff diffundiert über den synaptischen Spalt und bindet an post-
synaptische Rezeptoren. Neurotransmitter liegen an der präsynaptischen Endigung in 
Vesikeln gespeichert vor und werden in gequantelten Einheiten ausgeschüttet (Del Castillo 
und Katz, 1954, 1955; Del Castillo und Stark, 1952). Die Freisetzung erfolgt an speziellen 
Strukturen der Präsynapse, den sogenannten Aktiven Zonen (AZs) (Couteaux und Pecot-
Dechavassine, 1970). 
Die synaptische Transmission ist eine der fundamentalsten Grundlagen für das Verständnis 
des ZNS. Obwohl seit Bernhard Katz ein gutes Verständnis der prinzipiellen Vorgänge in der 
Präsynapse etabliert werden konnte, sind die exakten Mechanismen, die Regulation und die 
molekulare Grundlage der Transmitterfreisetzung noch immer nicht genau verstanden 
(Neher, 1998b; Südhof, 2012). 
 
1.2 Funktionelle Eigenschaften der Präsynapse 
Das an einer chemischen Synapse übertragene Signal wird von den Eigenschaften der prä- 
und der postsynaptischen Seite bestimmt (Clements und Silver, 2000). Die durchschnittliche 
synaptische Signalgröße (E) lässt sich durch drei Parameter beschreiben: (1) die Anzahl der 
besetzten Vesikelfreisetzungsstellen in der Präsynapse (N), (2) die Freisetzungswahrschein-
lichkeit (pr) eines freisetzungskompetenten Vesikels durch ein AP und (3) die Quantengröße 
(q). Letztere beschreibt die Wirkung einer gequantelten Einheit Neurotransmitter an den 
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postsynaptischen Rezeptoren und wird im Wesentlichen durch deren Eigenschaften be-
stimmt. Die durchschnittliche synaptische Antwort kann als das Produkt der drei 
Komponenten errechnet werden: E=N∙pr∙q (Del Castillo und Katz, 1954; Kandel, 2013).  
Der funktionell vermutlich bedeutendste dieser Parameter ist die pr eines 
freisetzungskompetenten Vesikels. Diese kann hochvariabel sein und sich zwischen 
verschiedenen Synapsen, zwischen Synapsen des gleichen Typs und zwischen verschiedenen 
Vesikeln innerhalb einer Präsynapse mitunter beträchtlich unterscheiden (Branco und Staras, 
2009). Die pr des einzelnen Vesikels wird wiederum durch das Zusammenspiel einer Vielzahl 
dynamisch regulierbarer präsynaptischer Eigenschaften und Proteine bestimmt. Maßgeblich 
ist sie von drei Faktoren abhängig: der Größe, Ausbreitung und Kinetik des Ca2+-Einstroms, der 
intrinsischen Sensitivität des für die Freisetzung verantwortlichen Ca2+-Sensors und der 
Kopplungsdistanz, dem Abstand zwischen Ca2+-Kanälen und Ca2+-Sensor (Korber und Kuner, 
2016; Eggermann et al., 2012). Alle drei Parameter haben immensen Einfluss auf die 
Signalgröße und -verarbeitung einer Synapse. Auf die Kopplungsdistanz wird in den folgenden 
Kapiteln genauer eingegangen werden. 
Chemische Synapsen sind nicht nur reine Übertragungsorgane neuronaler Aktivität, 
sondern haben darüber hinaus eine herausragende Funktion in der Verarbeitung neuronaler 
Information. Abhängig von der Aktivierungsvorgeschichte der Synapse kann die postsynapti-
sche Antwort auf ein einwanderndes AP an ein und derselben Präsynapse beträchtlich 
variieren. Dieses Phänomen wird als benutzungsabhängige synaptische Plastizität bezeichnet. 
Sie kann im Wesentlichen in zwei Typen unterteilt werden (Abbott und Regehr, 2004): (1) 
Langzeitplastizität: Diese gliedert sich in Langzeit-Potenzierung (LTP) und Langzeit-Depression 
(LTD). Die Signalveränderungen sind langanhaltend (Stunden oder länger). Es wird angenom-
men, dass diese Form von Plastizität die zelluläre Grundlage von Lernen und Gedächtnis ist 
(Hebb, 1949; Kandel und Schwartz, 1982). (2) Kurzzeitplastizität: Sie manifestiert sich im Zeit-
raum von Millisekunden bis Minuten und nimmt eine Schlüsselrolle in der rechnerischen Ver-
arbeitung und Filterung neuronaler Information ein (Regehr, 2012). Außerdem wird vermutet, 
dass diese kurzzeitige Speicherung von Information die Grundlage des Arbeitsgedächtnisses 
darstellt (Mongillo et al., 2008). 
Kurzzeitplastizität kann in drei Typen unterteilt werden: Depression, Bahnung und 
Augmentation oder posttetanische Potenzierung. Häufig liegt ein Zusammenspiel mehrerer 
Mechanismen vor, mit Dominanz eines Typs. Depression (Abb. 1A) führt bei hochfrequenter 
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Stimulation zu Verringerung der auf den ersten Puls folgenden Antworten. Sie ist ein häufiges 
Phänomen im ZNS und wird primär von einer initial hohen pr bestimmt. Die zugrundeliegen-
den präsynaptischen Mechanismen sind Depletion des akut freisetzbaren Vesikelpools (RRP), 
Inaktivierung von Freisetzungsstellen und Reduktion des Ca2+-Einstroms (Fioravante und 
Regehr, 2011). Auf postsynaptischer Seite ist vor allem Desensitisierung von Rezeptoren eine 
wichtige Ursache von Depression (Trussell et al., 1993).  
An bahnenden Synapsen hingegen vergrößern sich die auf den ersten Puls folgenden Signale 
(Abb. 1B). Bahnung wird maßgeblich von einer initial geringen pr bestimmt. Es werden ver-
schiedene zugrundeliegende Mechanismen angenommen. Eine frühe Hypothese war die Rest-
Calcium-Hypothese (Katz und Miledi, 1968), die an verschiedenen Synapsen in unterschiedli-
chen Varianten ausgeformt sein könnte (Zucker und Regehr, 2002; Bornschein et al., 2013). 
Ebenso wird die Aktivierung eines vom Sensor für schnelle Neurotransmission verschiedenen 
präsynaptischen Ca2+-Sensors vermutet (Atluri und Regehr, 1996). An mehreren Synapsen ist 
Synaptotagmin 7 als solcher Sensor nachgewiesen (Jackman et al., 2016). Die Sättigung endo-
gener, präsynaptischer Ca2+-Puffer (Rozov et al., 2001) oder Fazilitierung des Ca2+-Einstroms 
(Mochida et al., 2008) können ebenfalls Ursache von Bahnung sein. Eine weitere Möglichkeit 
ist die Vergrößerung des RRP durch Rekrutierung zusätzlicher Freisetzungsstellen und die 
schnelle Wiederauffüllung des RRP (Valera et al., 2012; Brachtendorf et al., 2015). Der RRP 
Abb. 1: Vereinfachte schematische Darstellung synaptischer Kurzzeitplastizität. A Depression: Die 
hohe pr der Synapse führt dazu, dass ein Großteil des RRP bereits beim ersten AP verbraucht wird. 
Für das zweite AP stehen nun weniger freisetzungskompetente Vesikel zur Verfügung. Es resultiert 
Depression. B Bahnung: Aufgrund der im Vergleich zu A geringeren pr ist die Synapse in der Lage, 
während des zweiten Pulses zu bahnen (modifiziert nach Blitz et al., 2004). 
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macht nur einen kleinen Anteil der in der Präsynapse vorhandenen Vesikel aus (Rizzoli und 
Betz, 2005). Nach Verbrauch des RRP durch hochfrequente Stimulation wird die Signalgröße 
von der Geschwindigkeit der Wiederauffüllungsrate bestimmt. Diese kann dadurch 
experimentell gemessen werden (Schneggenburger et al., 1999). Sie nimmt durch die 
Kontrolle über die Verfügbarkeit freisetzungskompetenter Vesikel außerdem Einfluss auf die 
synaptische Kurzzeitplastizität (Hallermann et al., 2010; Brachtendorf et al., 2015). 
 
1.3 Die Kopplungsdistanz 
Die Kopplungsdistanz ist definiert als der Abstand zwischen Cavs und dem für die Transmit-
terfreisetzung verantwortlichen Ca2+-Sensor (Neher, 1998a; Bucurenciu et al., 2008; Neher 
und Sakaba, 2008; Eggermann et al., 2012). In der Literatur wird die Kopplungsdistanz typi-
scherweise in zwei sich in ihren Eigenschaften unterscheidenden Konfigurationstypen einge-
teilt: eine lose Kopplung, häufig als Mikrodomänenkopplung bezeichnet, und eine enge 
Kopplung, auch als Nanodomänenkopplung bezeichnet (Eggermann et al., 2012)(Abb. 2). Die 
Abgrenzung beider Konfigurationstypen voneinander ist nicht scharf definiert. In der Literatur 
variieren die Angaben häufig zwischen 50 und 150 nm. Verschiedene Autoren verwenden 
pragmatischer Weise deshalb 100 nm als Grenze (Neher und Sakaba, 2008; Eggermann et al., 
2012). Diese Definition soll in der vorliegenden Arbeit übernommen werden, sodass Distanzen 
<100 nm als Nano- und Distanzen >100 nm als Mikrodomänenkopplung bezeichnet werden. 
Neben dem Abstand von Cavs zum Ca2+-Sensor ist zur Unterscheidung beider Konfigurationen 
die Anzahl der für die Transmitterfreisetzung benötigten Cavs entscheidend. Die Transmitter-
ausschüttung bei Nanodomänenkopplung wird definitionsgemäß von einer lokalen, hohen 
Ca2+-Konzentration in nächster Nähe der Pore (Nanodomäne) eines Cav getriggert. Dieses 
räumlich streng begrenzte Ca2+-Signal ist ausreichend, um die Fusion von Vesikel- und Zell-
membran zu initiieren. Folglich werden für eine zuverlässige Transmitterfreisetzung und Sig-
nalübertragung in der Nanodomänenkonfiguration nur wenige Cavs (Shahrezaei et al., 2006), 
im Extremfall nur ein einziger (Stanley, 1993), benötigt. Anders verhält es sich mit der loseren 
Mikrodomänenkopplung: Die hohe Ca2+-Konzentration um die Kanalporen flacht durch Diffu-
sion und Ca2+-Puffer in geringer Distanz davon bereits deutlich ab. Aufgrund der 
verhältnismäßig größeren Distanz zwischen Kanälen und Sensor bei loser Kopplung ist ein 
Ca2+-Einstrom durch viele Cavs notwendig, um sich am Ca2+-Sensor zu einer überschwelligen 
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Konzentration aufzusummieren. Der Sensor befindet sich also in der Mikrodomäne vieler 
überlappender Nanodomänen. Die Freisetzung wird durch erhöhte Ca2+-Hintergrundlevel in 
der AZ, resultierend aus Addition dieser zahlreichen Ca2+-Einströme, getriggert (Tarr et al., 
2013). Synapsen mit enger Kopplung scheinen über eine wesentlich uniformere und daher 
exakter quantifizierbare Kopplungsdistanz zu verfügen als Synapsen mit loser Kopplung, bei 
welchen die Distanz zwischen Synapsen gleichen Typs und zwischen einzelnen 
Freisetzungsstellen stark variieren kann (Meinrenken et al., 2002; Bucurenciu et al., 2008). 
Die Kopplungsdistanz ist ein Schlüsselparameter der synaptischen Transmission. Sie be-
stimmt deren zeitlichen Verlauf maßgeblich und hat entscheidenden Einfluss auf die pr, die 
Übertragungsverlässlichkeit und die E. Folglich bestehen zwischen Nano- und 
Mikrodomänenkopplung deutliche funktionelle Unterschiede. Durch Computermodelle (Abb. 
3) konnten Bucurenciu et al. (2008) zeigen, dass die synaptische Übertragungszeit wesentlich 
von der Kopplungsdistanz abhängt. Engere Kopplung führt zu schnellerer und zeitlich 
präziserer Transmitterfreisetzung. Geschwindigkeit ist die vermutlich wichtigste Eigenschaft 
synaptischer Transmission: Sie ist entscheidend für das Zusammenspiel des Gehirns im 
Gesamten (Südhof, 2014). Nanodomänenkopplung erhöht außerdem die pr, Übertragungsver-
lässlichkeit und E (Bucurenciu et al., 2008). Auch die vom Ca2+-Sensor registrierte maximale 
Ca2+-Konzentration ist höher als bei Mikrodomänenkopplung, was synchrone 
Transmitterfreisetzung begünstigt (Abb. 3). Schließlich scheint Nanodomänenkopplung - 
durch einen im Vergleich zu Mikrodomänenkopplung reduzierten Ca2+-Einstrom - energetisch 
Abb. 2: Schematische Darstellung von Mikro- (A) und Nanodomänenkopplung (B). Bei Nanodomä-
nenkopplung wird die Freisetzung von wenigen, eng gekoppelten Cavs getriggert. Mikrodomänen-
kopplung hingegen benötigt den Einstrom von Ca2+ durch viele Cavs. Mikrodomänenkopplung wird 
durch die Ca2+-Chelatoren BAPTA und EGTA inhibiert, Nanodomänenkopplung hingegen nur durch 
das „schnelle“ BAPTA. Syt = Synaptotagmin, SNARE = SNARE-Komplex, SV = synaptischer Vesikel. 
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effizienter zu sein (Eggermann et al., 2012). Ein potentieller Nachteil enger Kopplung könnte 
die erhöhte Anfälligkeit gegenüber stochastischer Öffnung einzelner Cavs in Ruhe sein. Dieses 
Phänomen scheint allerdings keine Rolle zu spielen, eine Arbeit an hippocampalen 
Körnerzellen zeigte umgekehrt, dass spontane Transmitterfreisetzung mit Mikrodomänen-
kopplung assoziiert ist (Goswami et al., 2012). In Bezug auf Kurzzeitplastizität haben beide 
Konfigurationen ebenfalls unterschiedliche Tendenzen. Enge Kopplung begünstigt durch die 
höhere pr Depression (Zucker und Regehr, 2002). Durch eine niedrigere pr und Kontrolle des 
Ca2+-Einstroms durch endogene Ca2+-Puffer ermöglicht Mikrodomänenkopplung hingegen 
Bahnung (Vyleta und Jonas, 2014). Außerdem erlaubt die niedrigere pr die Kodierung von Fre-
quenzen über eine größere Bandbreite (Johnson et al., 2017). Zusammenfassend lässt sich 
festhalten, dass enge Kopplung die Grundlage von schneller und präziser Neurotransmission 
ist, wohingegen Mikrodomänenkopplung die Ausformung bahnender Kurzzeitplastizität 
begünstigt. 
Nanodomänen- wie auch Mikrodomänenkopplung erfordert eine nahe und zuverlässige 
Verbindung von Cavs und Transmittervesikeln. Voraussetzung für diese Bedingung sind Pro-
tein-Protein Interaktionen zwischen den beteiligten Strukturen. Die Kolokalisation von Cavs in 
die Nähe freisetzungskompetenter Transmittervesikel in der AZ wird hauptsächlich durch 
Abb. 3: Funktionelle Auswirkungen von Nanodomänenkopplung. A Die Kurven zeigen die durch ein 
AP ausgelöste Ca2+-Konzentrationserhöhung in der Präsynapse in Abständen von 20 bis 200 nm 
vom Cav (Schrittgröße von je 20 nm). Die Ca2+-Konzentrationen wurden auf ihren jeweilig individu-
ellen Spitzenwert normiert. Die schnelle Komponente bedingt synchrone Freisetzung, wohingegen 
die langsame Komponente asynchrone Freisetzung bedingt. Das Verhältnis von Ca2+-Spitzenkon-
zentration zu residuellem Ca2+ ist bei enger Kopplung größer. Die Nähe zum Cav begünstigt damit 
synchrone Freisetzung. Die gestrichelte rote Linie stellt das präsynaptische AP dar, die gestrichelte 
blaue Linie den präsynaptischen Ca2+-Einstrom. B Enge Kopplung reduziert die durch Diffusion be-
dingte synaptische Verzögerung. Die roten Kreise stellen die Zeit vom Spitzen-Ca2+-Einstrom bis zur 
maximalen Freisetzungsrate dar. Die blauen Kreise bilden die Halbwertszeit des Freisetzungszeit-
raums ab. C Semilogarithmische Darstellung der synchronen Freisetzung (rote Kreise, normiert auf 
die Freisetzung im Abstand von 20 nm) und der dazu relativen asynchronen Freisetzung (blaue 
Kreise) gegen die Kopplungsdistanz (modifiziert nach Eggermann et al. 2012). 
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einen zentralen Proteinkomplex vermittelt. Kernbestandteil dieses Komplexes ist RIM (Rab3- 
interacting molecule). Es ist unter anderem für die Rekrutierung von Cavs in die AZ 
verantwortlich (Südhof, 2012, 2013). RIM interagiert direkt mit dem Vesikelprotein Rab3. Cavs 
bindet es über einen direkten und einen indirekten Weg: Die PDZ-Domäne von RIM bindet 
selektiv Cavs des P/Q- und N-Typs (Kaeser et al., 2011). Ein an RIM gebundenes Protein, RIM-
BP (RIM binding protein), bindet ebenfalls - allerdings unselektiv - Cavs (Hibino et al., 2002). 
Die Deletion von RIM führt zu einer Vergrößerung der Kopplungsdistanz und dem Verlust von 
Cavs in der AZ (Kaeser et al., 2011; Han et al., 2011). Ebenfalls eine große Rolle scheinen die 
beiden t-SNARE Proteine Syntaxin und SNAP25 zu spielen. Die wesentliche Funktion des 
SNARE-Komplexes ist es, Vesikel eng an die Plasmamembran zu binden und die Fusionsenergie 
zu senken (Südhof, 2013). Die beiden t-SNARE-Proteine scheinen aber auch direkt mit N- und 
P/Q-Typ Kanälen an der sogenannten „synprint site“ zu interagieren. Dies trifft ebenso für den 
für die Freisetzung verantwortlichen Ca2+-Sensor Synaptotagmin zu (Bezprozvanny et al., 
1995; Zhong et al., 1999).  
Nanodomänenkopplung erfordert im Vergleich zu Mikrodomänenkopplung eine noch 
engere und uniformere Bindung von Cavs und Transmittervesikeln. Dies könnte durch ver-
schiedene Mechanismen erreicht werden. Ein involvierter Akteur die Kopplungsdistanz loser 
zu halten, scheint das Protein Septin5 zu sein. Septine sind eine Familie von Filament-
Strukturproteinen, die in der AZ vorkommen (Siksou et al., 2007). An der jungen Held’schen 
Calyxsynapse führt eine Elimination von Septin5 zu verminderter EGTA (Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure) Sensitivität, was auf einen Übergang von 
Mikro- zu Nanodomänenkopplung hindeutet (Yang et al., 2010). Das zur Munc-Familie 
gehörende AZ-Protein Munc 13-3 hingegen ist ein potentieller Kandidat dafür, die 
Kopplungsdistanz weiter zu verringern. Experimente an der zerebellären Parallelfaser-
Korbzell-Synapse zeigten, dass Munc 13-3 die pr erhöht und das „superpriming“ 
präsynaptischer Vesikel bedingt. Es bliebt in der untersuchenden Arbeit allerdings offen, ob 
dieses „superpriming“ positioneller oder molekularer Natur ist (Ishiyama et al., 2014).  
 
1.4 Vorkommen und Regulation der verschiedenen Kopplungskonfigurationen 
Mikro- und Nanodomänenkopplung kommen im Nervensystem an verschiedenen Synapsen 
vor. Zunächst wurde Nanodomänenkopplung im peripheren Nervensystem wirbelloser und 
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niederer Wirbeltiere an zwei Modellsynapsen nachgewiesen: an der neuromuskulären 
Endplatte des Frosches (Katz, 1969; Harlow et al., 2001) und der Tintenfisch-Riesensynapse 
(Llinás, 1999; Adler et al., 1991). Im Gegensatz dazu scheint im ZNS ein diffuses, inhomogenes 
Verteilungsmuster vorzuliegen: Die neokortikale Lamina V-Lamina V-Synapse (Ohana und 
Sakmann, 1998) und die junge Held'sche Calyxsynapse (Borst und Sakmann, 1996; Fedchyshyn 
und Wang, 2005) arbeiten beide mit loser Kopplung. Die Arbeiten dazu wurden allerdings 
jeweils an relativ jungen Versuchstieren durchgeführt. Synapsen wie die hippocampale 
Korbzell-Körnerzell-Synapse (Bucurenciu et al., 2008) und die zerebelläre Parallelfaser (PF)-
Purkinjezell (PN)-Synapse (Schmidt et al., 2013) hingegen operieren in reifen 
Entwicklungsstadien mit enger Kopplung. 
Wie diese Verteilung der Kopplungskonfigurationen erklärt werden kann und was für das 
Vorliegen des einen oder des anderen Konfigurationstyps verantwortlich ist, ist nach 
aktuellem Kenntnisstand vollkommen unklar. In der Literatur werden verschiedene Mechanis-
men der Regulation diskutiert: Untersuchungen aus dem Neokortex und dem Hippocampus 
zeigen, dass der Abstand weder ausschließlich vom prä- noch ausschließlich vom postsynapti-
schen Neuron abhängig ist (Eggermann et al., 2012). Die Kopplungskonfiguration könnte mög-
licherweise durch die Leitungsbahn bestimmt werden, in welcher sich die Präsynapse 
befindet. In diesem Fall könnte die Regulation aktivitätsabhängig geschehen. Allerdings gibt 
es zum Beispiel an der Held’schen Calyx keinen Hinweis auf eine aktivitätsbedingte 
Modulation der präsynaptischen Strukturen der Transmitterfreisetzung (Erazo-Fischer et al., 
2007). Eine weitere Option stellt die dynamische Regulation präsynaptischer Strukturen durch 
neuronale Plastizität dar. An hippocampalen CA1 Pyramidenneuronen ist beispielsweise eine 
Veränderung des präsynaptischen Cavs-Typenverhältnisses durch LTP beschrieben (Ahmed 
und Siegelbaum, 2009). Direkte Hinweise auf eine Regulation der Kopplungsdistanz durch 
neuronale Plastizität liegen allerdings nicht vor (Eggermann et al., 2012).  
Interessanterweise könnte die experimentell bestimmte Verteilung von loser Kopplung, 
nachgewiesen vorwiegend bei Experimenten an jüngeren Versuchstieren, und von enger 
Kopplung, bestimmt an hauptsächlich reiferen Synapsen, auch durch einen Übergang von 
Mikro- zu Nanodomänenkopplung im Laufe der postnatalen Synapsenreifung erklärt werden. 
Ein solcher Übergang konnte an der Held’schen Calyxsynapse durch Untersuchung 
verschiedener Altersfenster bereits nachgewiesen werden. Synapsen junger Tiere (P8-12, 
Maus) operierten mit Mikro-, Synapsen reiferer Tiere (P16-18, Maus) hingegen mit 
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Nanodomänenkopplung (Fedchyshyn und Wang, 2005; Leao und Gersdorff, 2009; Nakamura 
et al., 2015). Welche Ursachen und Mechanismen diesem Übergang zu 
Nanodomänenkopplung zugrunde liegen, bleibt dabei offen.  
In Folge der Ergebnisse der genannten Studien wurde die Hypothese formuliert, an zentra-
len Synapsen könnte generell ein entwicklungsabhängiger Übergang von einem Zustand loser 
Kopplung zu einem Zustand enger Kopplung stattfinden (Fedchyshyn und Wang, 2005; Egger-
mann et al., 2012; Korber und Kuner, 2016). Mikrodomänenkopplung, funktionell als eher un-
zuverlässig, aber sehr plastisch charakterisiert, wäre demnach die dominierende Kopplungs-
konfiguration einer früheren Phase der Entwicklung. Nanodomänenkopplung hingegen wäre 
die typische Konfiguration einer späteren Phase, in der sich die Synapsen durch hohe Verläss-
lichkeit, aber geringere Plastizität auszeichnen. Außerhalb der Held’schen Calyxsynapse exis-
tiert aktuell allerdings keine Evidenz, die die Hypothese eines generellen Übergangs stützen 
würde. Dieser müsste dazu an mehreren zentralen Synapsen nachgewiesen werden. Diese 
Fragestellung wurde jedoch bislang nicht untersucht. Inwieweit die Ergebnisse der Held’schen 
Calyxsynapse überhaupt auf andere Synapsen übertragbar sind, ist zudem fraglich, da sich 
diese im Hirnstamm lokalisierte Synapse morphologisch wie auch in Größe und Anzahl der 
präsynaptischen Strukturen erheblich von der überwiegenden Mehrzahl der kleinen kortika-
len Synapsen unterscheidet (Neher, 2010; Scimemi und Diamond, 2012). Der an der 
Held’schen Calyx beschriebene Übergang könnte also auch bloßes Spezifikum dieser Synapse 
und kein generelles ZNS-Phänomen sein. Zudem wurde die Hypothese durch den Nachweis 
enger Kopplung in relativ jungen Entwicklungsstufen der PN-PN-Synapse (Bornschein et al., 
2013) und durch eine eher lose Kopplung an der reifen hippocampalen Moosfaser-CA3 
Pyramidenneuron-Synapse (Vyleta und Jonas, 2014) in Zweifel gezogen. In beiden Arbeiten 
wurde jedoch kein ontogenetisches Profil charakterisiert. Das Vorliegen einer relativ losen 
Kopplung an der hippocampalen Moosfaser-CA3 Pyramidenneuron-Synapse schließt nicht 
aus, dass diese in früheren Entwicklungsstufen noch weiter ist. Auch an der PN-PN-Synapse 
könnte der Abstand in noch früheren postnatalen Entwicklungsstufen größer sein.  
Ob der ontogenetische Übergang von Mikro- zu Nanodomänenkopplung ein allgemeiner 
Entwicklungsschritt der Mehrzahl der zentralen Synapsen ist, ist nach derzeitigem Kenntnis-
stand daher vollkommen unklar. Ziel dieser Arbeit ist es, diese Hypothese an einer kleinen, 
typisch-zentralen Synapse zu testen. Für diese Testung soll die PF-PN-Synapse als Modell die-
nen. Die Untersuchung wird wegweisende Erkenntnisse dazu liefern, ob die Regulation der 
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Kopplungsdistanz im ZNS einem generellen Übergang unterliegt oder ob sie an jeder Synapse 
spezifisch geregelt wird. Die Ergebnisse könnten so die Grundlage für die Exploration dieser 
Fragestellung an weiteren Synapsen legen und Anstoß zur Identifikation potentiell involvierter 
Proteine und Mechanismen sein. 
 
1.5 Experimentelle Bestimmung der Kopplungsdistanz 
Die Untersuchung der Kopplungskonfiguration einer Synapse ist aktuell nur durch indirekte 
Methoden möglich (Eggermann et al., 2012; Stanley, 2016). Der Abstand beziehungsweise die 
Größe der beteiligen Strukturen liegt weit unterhalb der Auflösungsgrenze der konventionel-
len Lichtmikroskopie (Abbe, 1873). Auch eine elektronenmikroskopische Messung ist nicht 
möglich, da die Genauigkeit der dazu benötigten Immungold-Kennzeichnung für derart kleine 
Distanzen unzureichend ist (Hermann et al., 1996). Eine aussichtsreiche zukünftige Mög-
lichkeit könnte der Einsatz von „super resolution microscopy“ sein (Hell, 2007; Rust et al., 
2006).  
Die am weitesten verbreitet Methode zur Bestimmung der Kopplungskonfiguration stellt 
die Applikation von zwei verschiedenen externen Ca2+-Puffer dar (Adler et al., 1991; Egger-
mann et al., 2012; Stanley, 2016): Die Ca2+-Puffer BAPTA (1,2-Bis(o-aminophenoxy)ethan-
N,N,N′,N′-tetraessigsäure) und EGTA  ähneln sich in ihrer Affinität zu Ca2+ (KD) (KD BAPTA: 220 
nM (Naraghi und Neher, 1997), KD EGTA: 70 nM (Nagerl et al., 2000)). Sie unterscheiden sich 
allerdings drastisch in ihrer Ca2+-Bindungsrate (kon): So ist die kon von BAPTA (4·108 M-1s-1) 
(Naraghi und Neher, 1997) um etwa den Faktor 40 höher als die von EGTA (1·107 M-1s-1) 
(Nagerl et al., 2000). Dies hat den Effekt, dass unter niedrigen millimolaren Konzentrationen 
das „schnellere“ BAPTA sowohl bei enger als auch bei loser Kopplung durch Pufferung des 
einströmenden Ca2+ die Transmitterfreisetzung abschwächt oder unterdrückt. In diesen 
Konzentrationen ist es dem „langsameren“ EGTA hingegen nur möglich, bei größeren 
Diffusionsstrecken und -zeiten die Transmitterfreisetzung zu stören. Anhand der Wirkung von 
BAPTA und EGTA auf die synaptische Transmission kann so indirekt auf das Vorliegen von 
enger oder loser Kopplung geschlossen werden. Wird die Transmission durch BAPTA inhibiert, 
durch EGTA hingegen nicht, spricht das für das Vorliegen von Nanodomänenkopplung. Sind 
BAPTA und EGTA gleichermaßen effektiv, so weist dies auf Mikrodomänenkopplung hin (Abb. 
2) (Adler et al., 1991; Neher, 1998b; Eggermann et al., 2012; Schmidt et al., 2013). Allerdings 
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muss beachtet werden, dass sehr hohe Konzentrationen von EGTA ebenfalls in der Lage sind 
mit Nanodomänenkopplung zu interagieren (Baur et al., 2015).  
Auf Grundlage der Daten von Ca2+-Puffer-Experimenten kann die Kopplungsdistanz durch 
Computersimulationen abgeschätzt werden (Bucurenciu et al., 2008; Schmidt et al., 2013). 
 
1.6 Die Parallelfaser-Purkinjezellsynapse als Modellsystem 
Das Kleinhirn (lat. Cerebellum) spielt eine Schlüsselrolle bei der Koordination und Feinab-
stimmung von Bewegungen (Ito, 1984). Ebenso ist es an höheren kognitiven Funktionen be-
teiligt (Schmahmann und Caplan, 2006). Der Kortex des Cerebellums ist dreischichtig und be-
steht aus der Körnerzell-, Purkinjezell- und Molekularschicht. Afferenzen erhält das Kleinhirn 
über die Moosfasern, welche sensorischen Input aus der Körperperipherie und vom zerebra-
len Kortex auf die Körnerzellen übertragen. Die Körnerzellen bilden Synapsen zu den PNs, 
diese wiederum haben inhibitorischen Einfluss auf die Kleinhirnkerne, die Efferenzen des 
Kleinhirns (Eccles et al., 1967). 
Die PF-PN-Synapse ist die wahrscheinlich häufigste Synapse des ZNS (Llinas et al., 2004). Die 
Axone der Körnerzellen steigen in die Molekularschicht auf. Dort verzweigen sie sich in die 
orthogonal zu den Dendritenbäumen der PNs verlaufenden PFs. Sowohl das aufsteigende 
Axon als auch die PFs bilden Synapsen en passant zu den Purkinjezelldendriten aus. Neuro-
transmitter ist Glutamat (Ito, 1984). Mit einem Boutondurchmesser von ca. 1 µm ist die PF-
PN-Synapse eine relativ kleine Synapse (Regehr und Atluri, 1995). Sie verfügt im Gegensatz zur 
riesenhaften Held’schen Calyxsynapse und neuromuskulären Endplatte üblicherweise nur 
über eine einzelne AZ mit ~8 anatomisch gedockten Vesikeln (Xu-Friedman et al., 2001). Ihr 
Aufbau entspricht damit der überwiegenden Mehrzahl kortikaler Synapsen (Scimemi und 
Diamond, 2012). Somit ist sie als Modellsystem für die zu untersuchende Fragestellung her-
vorragend geeignet. Nachteile der PF-PN-Synapse sind die relativ geringe Konnektivität und 
die kleinen Boutons, die direkten präsynaptischen Messungen nicht zugänglich sind. Die Kopp-
lungsdistanz reiferer Tiere (P21-27) ist mit ~24 nm eng (Schmidt et al., 2013). In jüngeren Al-
tersfenstern ist sie unbekannt. Stimulierbare PF-PN-Synapsen sind in Kleinhirnschnitten von 
Mäusen ab der zweiten postnatalen Woche beschrieben (Kurihara et al., 1997). Der dendriti-
sche Baum der PNs beginnt ebenso ab der zweiten postnatalen Woche drastisch zu wachsen. 
Zum Ende der dritten Woche ist dieses Wachstum abgeschlossen (Ito, 1984).  
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Obwohl die Grundlagen der präsynaptischen Transmitterfreisetzung schon lange bekannt 
sind, bleiben wesentliche zelluläre und molekulare Mechanismen noch weitgehend ungeklärt. 
In der präsynaptischen Endigung ist die Kopplungsdistanz definiert als der Abstand zwischen 
spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen und dem Ca2+-Sensor für vesikuläre Neurotransmitterfrei-
setzung. Die Kopplungsdistanz ist einer der wichtigsten Parameter der synaptischen Transmis-
sion. Von ihr hängen Geschwindigkeit, zeitliche Präzision und Stärke der synaptischen Verbin-
dung sowie die Ausformung von Kurzzeitplastizität ab. Im zentralen Nervensystem werden in 
der Literatur zwei Konfigurationen der Kopplungsdistanz unterschieden. Lose Mikrodomänen-
kopplung operiert mit einem Abstand zwischen beiden Strukturen von >100 nm, die Transmit-
terfreisetzung ist durch gleichzeitigen Ca2+-Einstrom durch zahlreiche Ca2+-Kanäle bedingt. 
Enge Nanodomänenkopplung hingegen operiert mit einem Abstand von <100 nm, wenige 
Kanäle genügen um die Freisetzung zu triggern (Abb. 2). Über die Regulation und die Vertei-
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lung der verschiedenen Kopplungskonfigurationen ist wenig bekannt. Interessanterweise fin-
det an der Held’schen Calyx, einer Riesensynapse in der auditorischen Leitungsbahn im 
Mesencephalon, ein entwicklungsabhängiger Übergang von Mikrodomänenkopplung in jun-
gen Versuchstieren zu Nanodomänenkopplung in älteren Versuchstieren statt. Dieser Befund 
führte zur Hypothese eines in der postnatalen Entwicklung des ZNS generell stattfindenden 
Übergangs von loser zu enger Kopplung. Allerdings wurde bislang nie überprüft, ob dieser 
Übergang bloßes Spezifikum der riesenhaften Held’schen Calyxsynapse ist oder ob er sich auch 
an anderen zentralen Synapsen vollzieht. Das Ziel dieser Arbeit ist es, diese Fragestellung zu 
untersuchen. Als Modell für die Untersuchung dient die Parallelfaser-Purkinjezellsynapse im 
zerebellären Kortex. Sie ist eine kleine, typisch-kortikale Synapse und zudem die wahrschein-
lich häufigste Synapse im gesamten ZNS. Ihre Kopplungsdistanz wurde kürzlich in adulten Ver-
suchstieren als eng charakterisiert, in jungen ist sie unbekannt. Die vorliegende Arbeit an 
dieser Synapse kann die Hypothese eines generellen Übergangs von Mikro- zu Nanodomänen-
kopplung in der postnatalen ZNS-Entwicklung daher untermauern oder falsifizieren.  
 
Unterschiedliche Sensitivität auf EGTA in jungen und adulten Tieren (Fig. 1+2) 
Die Experimente wurden an akuten, parasagittalen Kleinhirnschnitten von jungen (P8-10, 
„jung“) und reiferen (P21-24, „adult“) C57BL/6 Mäusen durchgeführt. Die am weitesten ver-
breitetet Methode zur Abschätzung der Kopplungsdistanz ist die Applikation der Ca2+-
Chelatoren BAPTA und EGTA. BAPTA und EGTA gleichen sich in ihrer Affinität zu Ca2+, unter-
scheiden sich allerdings wesentlich in ihrer Kinetik. Durch Pufferung des einströmenden 
Calciums inhibiert das „langsamere“ EGTA die synaptische Transmission nur bei loser Kopp-
lungskonfiguration. Das „schnellere“ BAPTA hingegen hemmt die synaptische Transmission 
bei loser und enger Kopplung. In den Experimenten reduzierten 10 µM des extrazellulär appli-
zierten BAPTA-AMs den exzitatorischen postsynaptischen Strom in Purkinjezellen in jungen 
wie adulten Schnitten signifikant (40% ± 7% beziehungsweise 33% ± 4%). 10 µM EGTA-AM 
hingegen führten zur einer Reduktion von 32% ± 5% in jungen Tieren, hatten aber keine 
Auswirkung auf adulte Tiere (Fig. 1). Dieses Ergebnis deutet auf das Vorliegen enger Kopplung 
in älteren Tieren und loser Kopplung in den jüngeren Tieren hin. Folglich legt es eine 
Verringerung der Kopplungsdistanz zwischen den Altersfenstern nahe. Ein unterschiedliches 
Aufnahmeverhalten der AM-Ester ist unwahrscheinlich, da in einem Experiment mit dem 
Farbstoff Calcein-AM beide Gruppen identische Fluoreszenzintensitäten zeigten (Fig. 2). 
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Unterschiedliche funktionelle Parameter in beiden Gruppen (Fig. 3+4) 
Um den obigen Befund der postnatalen Verringerung der Kopplungsdistanz weiter zu 
prüfen, wurden funktionelle synaptische Parameter in beiden Altersfenstern untersucht. Zu-
nächst wurde die Kurzzeitplastizität getestet. Kurzzeitplastizität ist eine Veränderung der 
synaptischen Antwort im Bereich von Millisekunden bis Minuten. Sie nimmt eine Schlüssel-
funktion in der Verarbeitung neuronaler Information ein. Die Parallelfaser-Purkinjezellsynapse 
ist eine bahnende Synapse. Dies bedeutet, der zweite Puls zweier kurz aufeinanderfolgender 
Pulse ist relativ zum ersten vergrößert. In adulten Tieren wurde ein Paar-Puls-Verhältnis von 
1,9 (1,8 – 2,0) gemessen. In jungen Tieren betrug dieses 2,2 (1,9 – 2,6) und war damit signifi-
kant größer (Fig. 3A+B). Die Paar-Puls-Bahnung wird von der Verfügbarkeit freisetzungskom-
petenter Vesikel bestimmt. Diese hängt maßgeblich von der initialen Freisetzungswahrschein-
lichkeit, aber auch von der Vesikel-Wiederauffüllungsrate ab. Die Freisetzungswahrscheinlich-
keit wird entscheidend durch die Kopplungsdistanz kontrolliert. Um die Möglichkeit des Zu-
standekommens der gemessenen Unterschiede durch verschiedene Wiederauffüllungsraten 
zu prüfen, quantifizierten wir letztere durch hochfrequente 100 Hz trains (Fig. 3C-E). Dabei 
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Steigung der gefitteten Geraden von jungen 
(0,09 ± 0,003 ms-1) und adulten (0,09 ± 0,009 ms-1) Tieren. 
Schließlich wurde die Freisetzungswahrscheinlichkeit direkt durch Fluktuationsanalysen un-
tersucht (Fig. 4). Durch diese Technik können über Variierung der extrazellulären Ca2+-Kon-
zentration die synaptischen Parameter der Freisetzungswahrscheinlichkeit, der Anzahl der 
Freisetzungsstellen und die Quanten-Größe eines synaptischen Vesikels abgeschätzt werden. 
Für adulte Synapsen wurde eine Freisetzungswahrscheinlichkeit von 0,21 in 2 mM Ca2+ 
gemessen. Dies ist in guter Übereinstimmung mit zuvor an dieser Synapse publizierten Werten 
von Paarableitungen. Für junge Synapsen weisen die Ergebnisse auf eine äußerst niedrige 
Freisetzungswahrscheinlichkeit hin. Der genaue Wert ließ sich aufgrund seiner geringen Größe 
und den technischen Limitationen in diesem Messbereich nicht weiter eingrenzen. Erhöhte 
Paar-Puls-Bahnung und verringerte Freisetzungswahrscheinlichkeit entsprechen den 
Erwartungen einer loseren Kopplungsdistanz. Die vermutete entwicklungsabhängige Verrin-
gerung der Kopplungsdistanz würde daher eine höhere Zuverlässigkeit der Parallelfaser-
Purkinjezellsynapse bedingen, aber gleichzeitig ihre Fähigkeit zur Bahnung vermindern. 
Die Messung von Ca2+-Signalen in Parallelfaser-Boutons durch präsynaptisches Ca2+-Imaging 
ergab keinen signifikanten Unterschied des Ca2+-Einstroms in junge (0,074 (0,05-0,09)) und 
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adulte präsynaptische Endigungen (0,079 (0,07-0,1)). Auch die Werte der Abfallkonstante τ 
unterschieden sich nicht wesentlich (Fig. 6). Aufgrund der identischen Ca2+-Signale erscheint 
es unwahrscheinlich, dass Unterschiede im präsynaptischen Ca2+-Einstrom für die gemesse-
nen Chelator-Effekte und funktionellen Unterschiede verantwortlich sind. 
 
Cav2.1 Konzentrierung in der Aktiven Zone (Fig. 5) 
Experimente mit Gefrierbruch-Immuno-Elektronenmikroskopie legten nahe, dass sich 
Cavs2.1 (Ca2+-Kanäle vom P/Q-Typ) in der Aktiven Zone von P21 Tieren anreichern, von P8 
Tieren hingegen nicht (Fig. 5). Diese Anreicherung ist sehr gut vereinbar mit engerer Kopplung 
zwischen Ca2+-Kanal und Ca2+-Sensor in adulten Tieren. 
 
Etablierung von EGTA Dosis-Wirkungs-Kurven und Abschätzung der Kopplungsdistanz in 
jungen Tieren durch Computermodelle (Fig. 7+8) 
Zur quantitativen Abschätzung der Kopplungsdistanz in jungen Tieren wurde nach Methode 
von Fig. 1 eine Dosis-Wirkungs-Kurve der EGTA-AM Konzentration von 1 – 500 µM und der 
daraus resultierenden Reduktion des postsynaptischen Stroms erstellt (Fig. 7A). Es zeigte sich 
eine deutlich signifikant höhere Sensitivität junger Tiere über alle Konzentrationen. Die Kurve 
der adulten Tiere konnte durch eine monoexponentielle Funktion, die der jungen Tiere durch 
eine biexponentielle Funktion gefittet werden. Anhand dieser Daten und der durch Schmidt 
et al. (2013) ermittelten Kopplungsdistanz von 24 nm in adulten Tieren wurden Computermo-
delle zur Abschätzung der Kopplungsdistanz in jungen Tieren erstellt. Je nach den für die ap-
plizierten Ca2+-Chelatoren und intrazellulären Ca2+-Puffer verwendeten Parameter ergaben 
sich unterschiedliche Distanzen. Für einen singulären Abstand errechnete das Modell Kopp-
lungsdistanzen zwischen 60 und 71 nm. Besser wurden die gemessenen Daten allerdings 
durch ein Kanal-Cluster oder ein zwei Vesikelpools-Modell erklärt (Fig. 7+8). In diesen Model-
len war eine Fraktion von Vesikeln (0,4 – 0,6) eng (zwischen 23 und 35 nm), die andere lose 
(zwischen 176 und 1300 nm) an die Ca2+-Kanälen gekoppelt. Unabhängig von den verwende-
ten Parametern deuten alle Modelle auf eine deutlich losere Kopplung mindestens einer 
Fraktion von für die Freisetzung relevanten Vesikeln in jungen Tieren hin. 
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Interpretation und Ausblick der Ergebnisse  
Alle in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse weisen auf einen postnatalen 
entwicklungsabhängigen Übergang von loser zu enger Kopplung an der Parallelfaser-
Purkinjezellsynapse hin. Höchstwahrscheinlich bedingt die Verringerung der Kopplungsdistanz 
die Wandlung der Synapse in eine zeitlich hoch präzise und verlässliche Synapse. Im 
ausgereiften zerebellären Netzwerk könnten diese Eigenschaften dazu beitragen, eine präzise 
Integration der von den Moosfasern eingehenden Information auf die Kleinhirnkerne zu 
gewährleisten und dadurch zeitlich exakte Bewegungskoordination zu ermöglichen. Die in 
einer früheren Entwicklungsphase gefundene Mikrodomänenkopplung hingegen würde es 
dem Kleinhirn durch erhöhte Paar-Puls-Bahnung erlauben, Bewegungslernen plastischer zu 
vollziehen. Die Weite der Kopplungsdistanz könnte den funktionellen Anforderungen der 
jeweiligen Entwicklungsstufe der Synapse dadurch auf optimale Weise dienen. 
Die Ergebnisse sind der erste Hinweis auf einen ontogenetischen Übergang der Kopplungs-
distanz an einer kleinen, typisch-kortikalen Synapse. Sie unterstützen die Hypothese eines 
generell stattfindenden, entwicklungsabhängigen Übergangs von Mikro- zu Nanodomänen-
kopplung im ZNS. Zur weiteren Untermauerung der Hypothese müsste an diesen Befund 
anknüpfend eine Untersuchung des Phänomens an weiteren Synapsen folgen. Außerdem 
werfen die Ergebnisse die Frage nach den dem beobachten Prozess zugrundeliegenden mo-
lekularen Mechanismen auf. Ein möglicher Kandidat für die Vermittlung des Übergangs ist bei-
spielsweise das Aktive-Zone-Protein Munc 13-3. Experimente an Knock-out Mäusen könnten 
klären, ob es in diesem Prozess involviert ist und zu welcher Konsequenz seine Elimination 
führt.  
Eine äußerst spannende Fragestellung ist außerdem, inwieweit Krankheitsbilder mit einer 
Dysfunktion des beobachteten Phänomens oder der Kopplungsdistanz im Allgemeinen in 
Zusammenhang stehen. Ein Beispiel für eine derartige Pathologie könnte das CORD7-Syndrom 
sein. Bei diesem im Menschen vorkommenden Krankheitsbild kommt es durch Mutation des 
Aktive-Zone-Proteins RIM zu einer Verringerung der Kopplungsdistanz. Diese Veränderung 
führt zur Erblindung der betroffenen Personen. Über die genauen pathomechanistischen 
Zusammenhänge ist aktuell sehr wenig bekannt.  
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